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論文内容の要旨
海洋生物由来の生物活性物質の探索研究の一環として、 1994年長崎県五島列島で採集した海綿 Callyspongiα trun­
cαte の抽出エキスについて、ヒト咽頭肩平上皮腫蕩細胞株 KB cells およびマウス白血病細胞株 L1210 に対する細胞
毒性活性試験を行ったところ活性が認められた。そこで、細胞毒性活性試験の結果を指標に活性本体の分画精製を行っ
た結果、 callystatin A と命名した活性成分を海綿 1 kgからの収量が 1mgという超微量活性成分として単離すること
に成功した。 2 次元 NMR データを中心とする物理化学データの詳細な解析により、 callystatin A が α ， ß-不飽和
δ-lactone、 2 個の共役ジエンと β-hydroxyketone 構造を有する新規ポリケタイドであり、その平面構造を明らかに
することができた。
Callystatin A の関連化合物を検索してみると、土壌放線菌から leptomycin 類、 kazusamycin 類、 anguinomycin
類、および leptofuranin 類などの非常に近似した化学構造を有する抗腫蕩抗生物質が見出されていた。また、著者
は海綿 Callyspongiα truncate と全く同じ場所で採集した他属の海綿および未同定の原索動物ホヤからも細胞毒性活
性試験の結果を指標に活性成分を分画精製したところ、 callystatin A が活性成分として得られてきた。
一方、 callystatin A と関連する土壌放線菌由来の類縁ポリケタイド類は、いずれも平面構造しか明らかにされて
おらず、立体構造については全く検討されていなかった。そこで著者は callystatin A の立体構造の解析に着手した。
Callystatin A は 6 個の不斉炭素を有しており、その構造解析にはX線結晶構造解析が最善であると当初は考えられ
たが、構造解析時の単離収量が 1 mg未満であり、直接的な結晶化はもとより化学誘導化による結晶化は困難であった。
しかしながら、前述のように callystatin A は α ， ß-不飽和 δ-lactone、 2 個の共役ジエンと ß-hydroxyketone 構造
を有するという特徴的な構造を有していることから、著者は以下の方法で立体構造解析が可能であると考えた。まず、
callystatin A と類似の β-hydroxyketone 構造を有している抗生物質の報告例は数多く存在することから既知物質と
の NMR データの比較によりその相対立体配置の解析ができ、さらに、 β-hydroxyketone 部分の 2 級水酸基に改良
Mosher 法を適用することで ß -hydroxyketone 部分の絶対立体配置が決定できると考えた。また、 callystatin A の
共役発色団であるエノンと 2 個のジエンはそれぞれ 5 位と 10位の不斉炭素を介して結合している為、そのCD スペク
トルは 5 位と 10位の立体配置を反映するものと考えられた。以上の考察のもと、 callystatin A の立体構造の解析に
着手し、既知ポリケタイド類との NMR データの比較解析や改良 Mosher 法の適用、さらには合成したmodel 化合
物類とのCDスペクトルの比較解析により、 callystatin A の絶対構造を含む全立体構造を明らかにすることができた。
? ?
Callystatin A は海洋生物由来の天然物としては初めて単離された leptomycin 類縁ポリケタイドで、最も分子量が
小さくかっ関連する抗腫蕩抗生物質群の中で全立体構造が解明された初めての例となった。さらに、著者が推定した
化学構造をもとに当研究室で不斉全合成が達成され、絶対立体構造が正しいことが確認されている o
核蛋白質および細胞質に存在する蛋白質は核膜に存在する核膜孔複合体 NPC Cnuclear pore complex) を介して
核内外に輸送される。核内に存在する蛋白質が細胞質に移行するのに必要な核外移行シグナル NES Cnuclear export 
signal)配列を有する蛋白質は、 CRM 1 Cchromosome region maintenance) と呼ばれる輸送担体に結合して核か
ら細胞質に能動輸送される機構が提唱されている。そして、 callystatin A の類縁化合物である leptomycin B が
NES と CRM 1 蛋白質の結合を阻害することにより蛋白質の核外移行を阻害する化合物として現在注目されている。
著者は、 callystatin A と leptomycin B の構造類似性に着目し、 callystatin A の分子標的を確認する目的で分裂酵
母や培養腫虜細胞を用いて作用の検討を行った。その結果、急性前骨髄性白血病細胞株HL60に対してアポトーシス
誘導作用が認められ、正常線維芽細胞 3Y 1-B を用いた細胞周期解析により細胞周期をG1 期、 G2 期で停止させる
ことが明らかになった。さらに癌遺伝子 H-ras で形質転換した線維芽細胞の形質を正常様に戻す作用を有している
ことが判明した。そして、遺伝子改変分裂酵母による蛋白質核外移行阻害実験の結果、 leptomycin B と同様に
callysta tin A は NES 依存的蛋白質の核外移行を阻害した。さらに、ビオチン標識 leptomycin B を用いた競合阻害
実験を行った結果、 CRM 1 に結合して核外移行を阻害することが判明した。最近、著者が明らかにした











本論文では、長崎県五島列島で採集した海綿 Callyspongia truncαtα から、細胞毒性活性試験を指標に分画精製し、
callystatin A と命名した新規ポリケタイド活性成分を超微量成分として単離し、 NMR の詳細な解析によりその平
面構造を明らかにすることができた。土壌放線菌から非常に近似した化学構造を有する抗腫虜抗生物質群が見出され
ていたが、類縁ポリケタイド類はいずれも平面構造しか明らかにされていなかった。そこで、 callystatin A の立体
構造の解析を行い、既知ポリケタイド類との NMR データの比較解析や改良 Mosher 法の適用、さらには合成した
model 化合物類とのCDスベクトルの比較解析により、 6 個の不斉炭素を有する callystatin A の絶対構造を含む全立
体構造を明らかにすることができた。類縁ポリケタイド類の中で、 callystatin A は海洋生物からは初めて単離され
たポケタイドであり、かっ全立体構造が解明された初めての例となった。
C allystatin A の類縁化合物である leptomycin B が、 NES と CRM 1 蛋白質の結合を阻害することにより蛋白質
の核外移行を阻害する化合物として注目されていた。そこで、 callystatin A の分子標的を確認する目的で作用の検
討を行い、アポトーシス誘導作用、細胞周期のG1 、 G2 期での停止作用、癌遺伝子 H-ras で形質転換した線維芽
細胞の形質を正常様に戻す作用の他、 leptomycin B と同様に callystatin A は CRM 1 蛋白に結合して NES 依存的
蛋白質の核外移行を阻害することを明らかにしている o
以上の成果は、博士(薬学)の学位論文として充分価値あるものと認められるo
? ?
